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(57) Abstract 
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Elektr ische . integri erte Nuc le insaure i sol i erunq , 

-reiniaung und -detektion 



Beschreibuna 

Die vorliegende Erfindung betrifft eiii Verfahren 
und eine Vorrichtung zur Isplierung von Nucleinsau-* 
ren aus einer Probe, insbesondere einem biotischen 
Oder abiotischen Material. 

Die spezifische oder quantitative Isolierung von 
Nucleinsauren aus bestimmten Atisgangsmaterialien 
spielt in einer Vielzahl von wissenschaf tlichen, 
industriellen oder sonstigen Bereichen eine groBe 
Rolle. Derartige Bereiche sind zum Beispiel die Um- 
weltanalytik , Kriminal technik , Grundlagenf orschung , 
Lebensmitteldiagnbstik, Veterinardiagnostik , Epide- 
miologies Tumordiagnostik, Erbgutanalyse, Analyse 
von Erbkrankheiten und Inf ektionskrankheiten. Moni- 
toring yon Krankheiten, Therapie von Krankheiten, 
Friiherkennung von Multiple-Drug-resistenten Keimen, 
Bodenuntersuchungen, Suche und Entwicklung von 
Pharmaka und Impf stof f en, Agrotechnik oder ahnli- 
ches. Ebenso vielfaltig wie die Anwendungsbereiche 
konnen die Ausgangsmaterialien fiir die Isolierung 
der Nucleinsauren sein, beispielsweise eukaryoti- 
sche Oder prokaryot ische Zellen oder deren Homo- 
genate, Bodenproben, Blutproben, Korperf lussigkei- 
ten Oder Gewebehomogenate . In Abhangigkeit von die- 
sem Ausgangs- oder Probenmaterial mussen unter- 
schiedliche Auf schluBverf ahren eingesetzt werden, 
um die beispielsweise in Zellen und/oder Zellkernen 
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vorhandenen Nucleinsauren einer Isolierung zugang- 
lich zu machen. Haufig eingesetzte Auf schluBverf ah- 
ren sind zum Beispiel die Ultraschall- und/oder En- 
zymbehandlung. Nach Durchf iihrung der AufschluBbe- 
handlung werden die Nucleinsauren beispielsweise 
mittels Gelelektrophorese, Ultrazentrif ugation oder 
Af f initatschromatographie isoliert . 

Im Gegensatz zu herkommlichen Verfahren wie Enzym- 
Immuno-Assays (EIA) , Zellkulturen und Tierversuchen 
liefern genetische Untersuchungen iiber eine ent- 
sprechende Nucleinsaurediagnostik recht schnell 
empf indlichere und spezif ischere Aussagen, so daB 
Kosten reduziert werden konneri. Die Nucleinsaure- 
diagnostik basiert auf der Nucleinsaureisolierung, 
das heiBt der Probenvorbereitung zur Freisetzung 
von Nucleinsauren aus biologischem Material, der 
Nucleinsaurereinigung, deren Nachweis und der an- 
schlieBenden Auswertung siehe zum Beispiel Lichten- 
steiger et al., J. Clin. Microbiol. 34 (1996), 3035 
bis 3039. 

Die fiir eine Nucleinsaurediagnostik einsetzbare Af- 
f initatschromatographie beruht im wesentlichen auf 
der Fahigkeit von Nucleinsauren, reversibel an po- 
sitiv geladene und/oder positivpolare Matrizes zu 
binden. In der Regel wird zunachst eine anionische 
Oder polare Bindung der Nucleinsauren an die Matrix 
erwirkt und anschlieBend die Nucleinsaure durch 
Einsatz geeigneter Losemittel von Verunreinigungen 
befreit. In einem zweiten Schritt wird die an die 
Matrix gebundene Nucleinsaure unter Einsatz eines 
weiteren. Losemittels , beispielsweise mit hoherer 
lonenstarke, von der Matrix gelost. AnschlieBend 
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muB die so isolierte Nucleinsaure im allgemeinen 
wieder deionisiert werden, um fiir weitere Untersu- 
chungen verwendet warden zu konnen. 

Als nachteilig erweist sich dsJ^ei, daB je nach ein- 
gesetztem Probenmaterial und durchgefiihrtem Auf- 
schluBverfahren unterschiedliche Isolierungsstrate- 
gien entwickelt und eingesetzt warden mussan. Zudem 
ist es nicht moglich, Probanauf schluS und Nuclein- 
s.aureisolierung beziehungsweise -reinigung in einem 
Varfahrensgang. vorzunehmen. 

Sowohl DNA als auch RNA wird herkommlicherweise 
auch mittels Ultrazentrifugation isoliert, wobei 
haufig Protease- und Phenolbehandlungen durchge- 
fuhrt werden miissen. Diese Verf ahrensweise weist 
den Nachteil auf, daB insbesonder.e hochmolekulare 
DNA selbst nach Durchfiihrung der Isolierung haufig. 
noch mit Proteinen verunreinigt sind und die Mole- 
kule aufgrund der einwirkenden Scherkrafte der Ge- 
fahr des Zerbrechens ausgesetzt sind. Zudem ist die 
Phenolbehandlung gesundheits- und umweltschadlich. 

Eine weitere Methode basiert auf der Bindung von 
Nucleinsauren an Silicamaterialien unter Hochsalz- 
bedingungen, wie 5 M GdnSCN, welches zuvor dann. 
auch als Zellauf schluSagens diente. Der Einsatz von 
solchen Stoffen ist jetzt wegen deren Giftigkeit, 
Viskosxtat und Hemmung nachf olgehder Prozesse wie 
der PGR nachteilig. 

Auch die zur Nucleinsaureisolierung oftmals einge- 
setzte Gelelektrophorese weist unter an'derem auf- 
grund der notwendigen vergleichsweise umstandlichen 
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Vor- und Nachbehandlung der Proben beziehungsweise 
Nucleinsauren Nachteile auf. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende 
technische Problem liegt also darin, ein kostengiin- 
stiges und einfach durchzufiihrendes Zellauf schluB- 
und Isolierungsverf ahren fiir Nucleinsauren bereit- 
zustellen, das aus beliebigem biotischem und/oder. 
abiotischem Probenmaterial bereits wahrend des Pro- 
benaufschlusses in einem einzigen Schritt hochspe- 
zifisch Nucleinsauren in besonders reiner Form be-, 
rei.tstellt. Dieses Verf ahren soil grundsatzlich in 
der Lage sein, sowohl quantitativ Nucleinsauren als 
Substanzklasse aus vielen verschiedenen Einzelindi- 
viduen als auch spezifisch ganz konkrete Nuclein- 
saurensequenzen isolieren und reinigen zu konnen. 

Die Erfindung lost dieses Problem durch die Bereit- 
stellung eines Verfahrens zur Isolierung von 
Nucleinsauren aus einer Probe ^ wobei die Probe un- 
ter dem EinfluB mindestens eines elektrischen Pel- 
des auf geschlossen wird und die f reigesetzten 
Nucleinsauren mit einem nucleinsaureaf f inen Materi- 
al so in Kontakt gebracht werden, daB zumindest ein 
Teil der Nucleinsaure an das nucleinsaureaf fine Ma- 
terial binden kann. Die Erfindung betrifft inshe- 
sondere ein vorgenanntes Verf ahren, wobei ein frei 
beziehungsweise ungebunden vorliegendes oder immo- 
bilisiertes nucleinsaureaf fines Material mit der 
Probe nach deren elektrisch bewirkten AufschluB so 
in Kontakt gebracht wird, daB eine Bindung bezie- 
hungsweise. Hybridisierung von in der Probe vorhan- 
denen Nucleinsauren an das nucleinsaureaf fine Mate- 
rial stattfinden kann und wobei gegebenerif alls die 
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gebundenen Nucleinsauren nach einem gegebenenf alls 
erfolgenden Waschschritt von dem nucleinsaureaf f ine 
Material abgelost und zum Beispiel amplif iziert , 
nachgewiesen oder sonstwie verwendet warden konnen. 
Dabei kann „affin'' auch die Bindung von Nucleinsau- 
ren an positive geladene Materialien bedeuten. 

Die Erfindung stellt also, ein af f initatschroma- 
tbgraphisches Verfahren zur Isolierung von Nucleiri- 
sauren bereit, bei dem in einer Probe, enthaltene 
Nucleinsauren nach Aufschlufl der Probe mittels rtiin- 
destens eines elektrischen Feldes . mit einem 
nucleinsaureaf finen Material in Kontakt gebracht 
werden und dieses nucleinsaureaf fine Material spe- 
zifisch einzelne, mehrere oder alle beziehungsweise 
im wesentlichen alle in der Probe enthaltenen 
Nucleinsauren, zum Beispiel DNA oder RNA, bindet 
und damit von den anderen Probenbestandteilen wie 
Proteinen, Kohlenhydraten, Fetten oder gegebenen- 
falls nicht interessierenden Nucleinsauren etc. 
isoliert. Die dabei einzuhaltenden Hybridisierungs- 
bedingungen wie Temper atur und Puf f erzusammenset- 
zung und/oder die elektrischen Parameter des Feldes 
wie Impulszahl, Impulsf requenz oder Feldstarke han- 
gen von der jeweiligen konkreten Isolierauf gabe ab» 

Die Erfindung stellt in vorteilhaf terweise also ein 
einstufiges Verfahren bereit, wobei im Rahmen eines 
einzigen Verf ahrensschrittes eine Probe unter ' dem 
Einf luB mindestens eines elektrischen Feldes auf ge- 
Sfchlossen und . gleichzeitig oder anschlieSend die 
f reigesetzten und urspriingllch in der Probe vorhan- 
denen Nucleinsauren mit einem nucleinsaureaf finen 
Material so in Kontakt gebracht werden, daB je nach 
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eingesetztem nucleinsaureaf f inen Material entweder 
quantitativ alle oder im wesentlichen alle Nuclein- 
sauren oder aber nur einzelne Nucleinsauregruppen 
beziehungsweise einzelne spezifische Nucleinsaure- 
sequenzen abgetrennt werden konnen. 

Die Erfindung ermoglicht eine universell einsetzba- 
re, standardisierbare und automatisierbare Nuclein- 
saurediagnostik zur Gen- und Genomanalyse mit einer 
Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten. Die erfin- 
dungsgemaSe Verf ahrensweise weist eine hohe Schnel- 
ligkeit auf, wobei der einzusetzende Materialauf- 
wand. gering und der Einsatz kostenintensiver und 
gif tiger Substanzen minimiert ist . SchlieBlich ist 
das Risiko von Querkontaminationen verraindert, so 
dafl die Empfindlichkeit des Verfahrens groB.ist. 
Zudem laBt sich das Verfahren kostengiinstig reali- 
sieren- Das erf indungsgemaBe Verfahren weist ferner 
den Vorteil auf , daB bei der Nucleinsaureisolierung 
und -reinigung ein derart hoher Reinigungsgrad der 
Nucleinsauren erreicht wird, daB anschlieBend eine 
Amplifikation von Nucleinsauren ohne Storung durch 
Amplifikationsinhibitoren und Querkontaminationen 
moglich ist, die zur f alsch-negativen und falsch- 
positiven Ergebnissen fiihren wiirde. So kann zum 
Beispiel der elektrische Zellauf schluB ganzlich oh- 
ne Zugabe von chemischen Auf schluBreagenzien, die 
wiederum storen konnten, erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung 
ist vorgesehen, die Probe dem EinfluB mindestens 
eines elektrischen Feldes konstanter Spannung oder 
eines gepulsten elektrischen Feldes zur Freisetzung 
der Nucleinsauren und/oder Lyse der biologischen 
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Probe auszusetzen. Durch die Einwirkung des elek- 
trischen Feldes und den elektrischen Durchbruch 
entstehen in den Lipidschichten, aus denen die 
Zellmembran besteht, Poren. Im Rahmen des Einsatzes . 
gepulster elektrischer Felder kann eine Elektropo- 
ration und eine osmotische Lyse von Zellen kombi- 
niert werden, so dafi die in der Probe vorhandenen 
Nucleinsauren vollstahdig freigesetzt und auch ge- 
reinigt werden konnen. Geeignete Parameter fiir ge- 
pulste elektrische Felder. sind zum Beispiel in Ki- 
nosita und Tspng, Nature 268 (1977), 438. bis 441, 
Proc. Natl. Acad-, Sci . USA 74 (1977), 1923 bis 1.927 
Oder Benz und. Zimmermann, Bioelektrochem. Bioenerg . 
7 (1988), 723 bis 739 beschrieben, die insoweit in 
den vorliegenden Of f enbarungsgehalt mit einbezogen 
sind. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daB es sich 
bei dem hier beschriebenen Verfahren . nicht urn die 
Elektroporation handelt, die bekannt ist, sondern 
urn den umgekehrten Vorgang des Nucleinsaure- 
austritts. Erf indungsgemaB konnen Feldstarken von 
0,5 bis 50, vorzugsweise 5 bis 30 kV/cm, und Puls- 
langen beziehungsweise Zeitkonstanten von ca. 0,5 
)js bis 50 ms sowie zum Beispiel 1 bis 1000000, vor- 
zugsweise 1000 bis 10000 Impulse, eingesetzt war- 
den. Selbstverstandlich konnen jedoch auch erheb- 
lich davon abweichende. elektrische Parameter einge- 
setzt werden. Die Impulsform kann zum Beispiel 
rechteckig, expontiell abnehmend oder siriusartig, 
vorzugsweise im Radiof requenzbereich, sein. Das 
elektrische Feld kann dabei sowohl durch Wechsel- 
als auch Gleichspannung erzeugt werden. Ubliche 
•elektrische Parameter sind zum[ Beispiel auch in den 
US-PS 5,447,733; US-PS. 5,235,905 oder US-PS 
5,393,541 beschrieben,.. die insofern in den vorlie- 



wo 99/57314 



PCT/EP99/0304T 



-8- 



genden Of f enbarungsgehalt mit einbezogen sind. Die 
einzusetzenden Feldstarken liegen bevorzugt iiber 
der kritischen Spannung iiber der Membran des 

biologischen Materials . Weitere geeignete Bedingun- 
gen sind beispielsweise iri Vitztum et al . , FEBS Ab- 
stracts, 155 (1998) beschrieben, das insoweit eben- 
falls in den vorliegenden Of f enbarungsgehalt mit 
einbezogen ist. Bei der Verwendung von gepulsten 
elektrischen Feldern zur Nucleinsaureisolierung ist 
es beispielsweise erf indungsgemafi moglich, iiber die 
Wahl der Behandlungsparameter nur bestiinmte Zellty- 
pen in einer Suspension verschiedener Zelltypen, 
also der eingesetzten Probe, zu lysieren. Dadurch 
konnen bestimmte Nucleinsauren eines Zelltyps von 
Nucleinsauren eines anderen Zelltyps abgetrennt 
werden. Zudem kann durch den Einsatz gepulster 
elektrischer Felder eine selektive Freisetzung von 
Nucleinsauren aus Zellen eines Zelltyps durch Wahl 
der geeigneten Bedingungen bewirkt werden, wobei 
der entstehende chromatographische Effekt zu einer 
Kombination einer Nucleinsaureisolierung mit einer 
Nucleinsaurereinigung fiihrt. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
wird fiir den Zellauf schluB ein elektrisches Feld 
mit konstanter Spannung eingesetzt, unter Bedingun- 
gen wie sie beispielsweise in Pollard-Knight et al • 
WO 97/41219 (1997) beschrieben sind, das insofern 
in den vorliegenden Of f enbarungsgehalt mit einbezo- 
gen ist . 

Wahrend des Probenauf schlusses konnen mit Hilfe der 
elektrischen Felder durch Zellfusion auch Substan- 
zen in die Zellen oder Micellen eingebracht werden. 
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die spater die Lyse und/oder Nucleinsauref reiset- 
zung unterstiitzen, spezif izieren oder der Mairkie- 
rung fiir eine spatere Detektioh dienen. 

Selbstverstandlich ist es erf indungsgemaB auch be- 
vorzugt, mehreref gleiche oder verschiedene elektri- 
sche Felder gleichzeitig oder nacheinander auf die 
Probe einwirken zu lassen. 

Bs ist erf indungsgemafi auch bevorzugt, den Zellauf- 
schluS durch den Einsatz hoher Temper aturen, zum 
Beispiel von .BC^C bis 95**C, zu unterstlitzen. 

Selbstverstandlich ist es auch moglich, den Proben- 
aufschlufi mit anderen Parametern des elektrisehen 
Feldes durchzuf iihren und/oder gegebenenf alls chemi- 
sche Agenzien, zum Beispiel chaotrope Substanzen 
oder Detergenzien, zusatzlich vorzusehen, die den 
Zellauf schluB unterstiitzen, zum Beispiel SDS, Lipa-. 
sen, Proteasen wie die Proteinase K oder DMSO 
(Dimethylsulfoxid) , Harnstoff , Guanidiniumthiocya- 
nat Oder Guanidiniumhydrochlorid . 

Bevorzugt ist es jedoch, das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren ohne Zusatz chemisch^r Substanzen, zum Bei- 
spiel ausschlieBlich in Wasser, physiologischer 
Kochsalzlosung oder Pufferlosuhg durchzuf iihren. 

Tatsachlich liegt ein wesentlicher Vorteil. der vor- 
liegenden Erfindung namlich darin, fiir den Zellauf - 
schluB keine chaotropen Reagenzien oder Detfergenzi- 
en einsetzen zu miissen, sondern den Zellauf schluB 
in physiologischer Losung, Pufferlosung oder Wasser 
durchf iihren zu konnen. 



wo 99/57314 



PCT/EP99/03047 . 



-10- 



In besonders vorteilhaf ter Weise kann vorgesehen 
sein, die mit dem immobilisierten oder freien 
nucleinsaureaf f inen Material in Kontakt gebrachte 
Probe Ultraschalleinf lu6 in Kombination mit der 
elektrischen Behandlung, zum Beispiel durch elek- 
trische Funkenentladung wie beschrieben in US 
5,368,7 24, auszusetzen, urn einen Probenauf schluB , 
insbesondere Zellauf schluB, zu unterstiitzen . Dies 
fiihrt gleichzeitig zu ' einer Erwarmung des Reakti- 
onsgemisches aus Probe und nucleinsaureaf finem Ma- 
terial., so daB die in der Probe enthaltende DNA de- 
naturiert wird und beim Abkiihlen an die immobili- 
sierte DNA-Mischung binden kann. Zusatzlich findet 
eine gegebenenf alls vorteilhafte Fragment ierung der 
Nucleinsaure statt. Die Ultraschallbehandlung un- 
terstiitzt also den Probenauf schluS und/oder die 
Bindung der Nucleinsaure an das nucleinsaureaf fine 
Material. 

Erf indungsgemaS ist es bevorzugt vorgesehen, nicht 
nur den Zellauf schluB, sondern auch die Bindung der 
f reigesetzten Nucleinsauren an das frei oder immo- 
bilisiert vorliegende nucleinsaureaf fine Material 
unter Einsatz eines elektrischen Feldes durchzufiih- 
ren. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form der 
Erfindung ist vorgesehen, daB wahrend des Inkon- 
taktbringens der f reigesetzten Nucleinsauren mit 
dem nucleinsaureaf finen Material mindestens ein 
elektrisches Feld, zum Beispiel ein oder mehrere 
gepulste elektrische Felder und/oder eine oder meh- 
rere Felder konstanter Spannung eingesetzt werden. 
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um so eine Elektrohybridisierung zu bewirken. Die 
Elektrohybridisierung begiinstigt die Hybridisierung 
•beziehungsweise • Bindung oder Adsorption der 
Nucleinsauren an das nucleinsaureaf f ine Material 
und kann die Spezifitat der Bindung verbessern. Er- 
f indungsgeraaB kann vorgesehen sein, die freigesetz- 
ten elektrisch negativ geladenen Nucleinsauren un- 
ter Anlegen einer elektrischen Spahnung zunachst im 
Bereich der Anode einer fiir die Durchfiihrung des 
Verfahrehs eingesetzten Probekanuner anzureichern, 
wobei beispielsweise vorteilhaf terweise vorgesehen 
sein kann, im Anodenbereich immobilisiertes 
nucleinsaureaf fines Material vorzusehen, so daB im 
Bereich dieses nucleinsaureaf finen Materials eine. 
lokal hohe Nucleinsaur^konzentration auftritt, die 
eine Adsorption beziehungsweise Hybridisierung ki- 
netisch und thermodynamisch begiinstigt. Erfindungs- 
gemaB kann vorgesehen sein, wahrend des Anliegens 
des elektrischen Feldes beim Inkontaktbringen der 
Nucleinsauren mit dem nucleinsaureaf finen Material 
ein Umpolen des elektrischen Feldes vorzunehmen, so 
daB aufgrund der veranderten kinetischen und ther- 
modynamischen Bedingungen im Kathodenbereich elek- 
trostringent gewaschen werden kann. 

Sofern freie nucleinsaureaf fine Materialen, zum 
Beispiel ungebundene Zuf allssequenzen eingesetzt 
werden, konnen bei Anliegen eines elektrischen Fel- 
des konstanter Spannung oder eines gepulsten elek- 
trischen Feldes im Rahmen der erf indungsgemaB vor- 
gesehenen Elektrohybridisierung die elektrophoreti- 
schen Effekte, die sich bei der Wanderung der nega- 
tiv geladenen Nucleinsauren mit dem vorzugsweise 
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auch negativ geladenen nucleinsaureaf f inen Material 
einstellen, ausgeniitzt werdien. 

Liegt das nucleinsaureaf fine Material erf indungsge- 
maB also frei wahrend des Probenauf schlusses vor, 
muB es vorzugsweise eine negative Nettoladung be- 
sitzen, urn iiber elektrophoretische Effekte die 
Nucleinsaurereinigung zu unterstiitzen. Im elektri- 
schen Feld, vorzugsweise in einem inhoiaogenen elek- 
trischen Feld, wandert das nucleinsaureaf fine Mate- 
rial und die f reigesetzten Nucleinsauren in diesel- 
be Richtung zur Anode hin, so daB sich deren Kon- 
zentration dort lokal erhoht , Neben der Abtirennung 
von Substanzen anderer elektrischer Eigenschaf ten 
hat dies den Vorteil, daB die Assoziation von 
nucleinsaureaf finen Material und Nucleinsaure kine- 
tisch und thermodynamisch begiinstigt wird. 

Liegt das nucleinsaureaf fine Material inunobili- 
siert, zum Beispiel an den Probentrager gebunden 
vor, kann erf indungsgemaB eine Elektrohybridisie- 
rung durchgefiihrt werden. AuBerdem kann wahrend 
Oder nach der Elektrohybridisierung ein elek- 
trostringentes Waschen und eine Elektroelution 
durchgefiihrt werden, wie sie beispielsweise in 
Hintsche, Medizinische Genetik 11 (1999), 12 bis 
13, Cheng et al.. Anal. Chem. 70 (1998), 2321 bis 
2326, Cheng et al., Nat . Biotechnol . 16 (1998), 541 
bis 546, DE 196 281 71 und US 5,632,957 beschrieben 
sind, die insofern in den vorliegenden Offenba- 
rungsgehalt mit einbezogen sind. Selbstverstandlich 
kann auch im Fall der Verwendung von freiem, 
nucleinsaureaf finen Material gegebenenf alls ein 
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elektrostringentes Waschen und eine Elektroelution 
vorgesehen sein. 

Die Erfindung sieht also in bevorzugter Ausfiih- 
rungs form vor, daB sowohl wahrend des Probenauf- 
schlufles als auch wahrend des gleichzeitig oder 
darauf folgend stattf indenden Inkontaktbringens des 
nucleinsaureaf f inen Materials mit den Nucleinsauren 
ein Oder mehrere elektrische Felder, die gegebenen- 
falls umgepolt werden, eingesetzt werden, um so ei- 
ne Freisetzung der Nucleinsauren und eine selektive . 
Bindung der Nucleinsauren an das nucleinsaureaf fine 
Material zu ermoglichen. Gegebenenf alls kann durch 
den Einsatz des elektrischen Feldes auch ein Wa- 
schen der gebundenen Nucleinsauren stattfinden. In 
einer weiteren bevorzugten Ausf lihrungsf orm ist vor- 
gesehen, daS auch der nachfolgende Nachweisschritt 
der aufgereinigten Nucleinsauren mittels eines 
elektrischen Feldes durch elektrische Detektion 
stattf indet. Dabei kann verfahren werden, wie in 
Hintsche, Medizinisehe Genetik 1 1 , (1999) 12 bis 1 3 
beschrieben- Der Nachweis kann jedoch auch mittels 
herkommlicher optischer , spektrophotometrischer , 
luminometrischer oder radioaktiver Verf ahrensweisen 
erfolgen. 

Die nucleinsaureaf finen Materialien konnen entweder 
frei in Losung oder an eine Matrix, zum Beispiel 
einen Probentrager oder die Elektroden selbst immo- 
bilisiert vorliegen. Als Matrix kann zum Beispiel 
auch eine Elektrode oder ein Wandbereich aus nicht 
leitendem Material einer Prpbenkammer dienen. 
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Die Erfindung sieht in einer weiteren bevorzugten 
Ausfiihrungsf orm vor, daB nach Bindung der Nuclein- 
sauren an das nucleinsaureaf f ine Material die rest- 
liche Probe von den an das nucleinsaureaf fine Mate- 
rial gebundenen Nucleinsauren abgetrennt und die 
isolierten Nucleinsauren in bevorzugter Ausfiih- 
rungsf orm gewaschen werden, zum Beispiel ebenfalls 
unter Einsatz eines elektrischen Feldes , das heiBt 
es wird ein elektrostringentes Waschen durchge-- 
f iihrt . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm sieht 
die Erfindung vor, daS nach der Bindung der 
Nucleinsauren an das nucleinsaureaf fine Material 
entweder vor oder nach der Abtrennung der restli- 
chen Probe ein Nachweis der gebundenen Nucleinsau- 
re, gegebenenfalls nach vorheriger Amplif ikation 
beispielsweise mittels PGR, durchgef iihrt wird, ins- 
besondere optisch zum Beispiel luminometrisch oder 
spektrophotometrisch, radioaktiv oder elektrisch- 

In besonders bevorzugter Ausfiihrungsf orm ist es 
moglich, den Probenauf schluB , die Probenauf reini- 
gung und den Nachweis in einem einstufigen Verfah- 
ren in ein und demselben Probentrager durchzufiih- 
ren, wobei vorzugsweise wahrend des gesamten Pro- 
zesses ein elektrisches Feld angelegt beziehungs- 
weise zu bestimmten Zeiten zugeschaltet wird, wel- 
ches den Probenauf schluB , die Nucleinsaureauf reini- 
gung und die Detektion gewahrleistet . Die gegebe- 
nenfalls durchgefiihrte Amplif ikation der nachzuwei- 
senden Nucleinsauren kann erf indungsgemSB eine 
elektrische isotherme Amplif ikation sein, wie sie 
in WO 98/02573, WO 93/15224 oder WO 95/25177 be- 
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schrieben ist und die insoweit in den vorliegenden 
Of fenbarungsgehalt mit einbezogen sind. 

Die Erfindung stellt also ein Verfahren zur Verfii- 
gung, gemaS dem die Nucleinsaureisolierung aus ei- 
ner Probe, die Nucleinsaurereinigung durch Bindung 
an nucleinsaureaf fines Material, gegebenenf alls das 
Waschen der isolierten Nucleinsauren und. der Nach- 
weis in einem einstufigen Verfahren unter Einsatz 
mindestens eines elektrischen Feldes durchgef uhrt 
wird. Die dadurch erzielte Integration ermoglicht 
die Grundlage fiir ein Produkt> das heiBt eine Vor- 
richtung, mittels derer alle . vorgenannten Schritte 
in einem Arbeitsgang in einer „ Prbbenkairaner durchge- 
fuhrt werden konnen, das heiBt, dadurch wirfi die 
Nucleinsaurediagnostik erheblich beschleunigt , die 
Gefahr von Querkontaminationen vermindert, die Emp- 
findlichk^it und Spezifitat gesteigert sowie eine 
Automatisieruhg auch im ChipraaBstab, also im mm- 
Beireich ermoglicht . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer Probe jedes beliebige organische, anor- 
ganische oder biotisch/abiotische Material verstan- 
den, sofern dieses eine Nucleinsaure , also DNA oder 
RNA, enthalt. Eine Probe kann demgemafl eine pro- 
karyotische oder eukaryotische Zelle oder ein Zell- 
homogenat, ein Virus, zum Beispiel enthalten in ei- 
ner Virussuspension, Blut Sperma, Lymph- oder son- 
stige Korperf liissigkeit , Organ- oder Gewebeprapa- 
rat, Wasser- oder Bodenproben, Liposomen, Zellorga- 
nell, Zellkern, Hefe, Pf lanzenhomogenate , Bernstein 
Oder: sonstiges sein. Die Probe weist vorzugsweise 
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Wasser oder eine physiologische Salzlosung oder 
Pufferlosung als Losungsmittel auf . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter Probenauf schlufi die moglichst vollstandige 
Freisetzung von Nucleinsauren, gegebenenf alls die 
Sequenz- und/oder Kompartiment-selektive Freiset- 
zung von Nucleinsauren aus einem biologischen Ma- 
terial, einer Probe also, verstanden, die mit Zer- 
storung der Probe, zum Beispiel Lyse, oder rever- 
sibler Schadigung der Probe, zum Beispiel Porenbil- 
dung einhergehen kann. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem nucleinsaureaf f inen Material ein Mate- 
rial verstanden, das in der Lage ist, Nucleinsau- 
ren, vorzugsweise reversibel, zu binden. In bevor- 
zugter Aus fuhrungs form der Erfindung ist das 
nucleinsaureaf fine Material ein Material, das hin- 
sichtlich der konkreten Nucleinsauresequenz unspe- 
zifisch alle oder im wesentlichen alle Nucleinsau- 
ren einer Probe bindet, zum Beispiel Silica, Diato- 
meen oder Anionentauscher . Auch nur aus Zufallsse- 
quenzen bestehende DNA-Gemische , Proteine, Kohlen- 
hydrate, Glycoproteine oder Proteoglycane sind Ma- 
ter ialien, die quantitativ Nucleinsauren binden, 
also nucleinsaureaf fine Materialien im Sinne der 
Erfindung. Selbstverstandlich wird unter einem 
nucleinsaureaf f inen Material auch Material verstan- 
den, das nur bestimmte Nucleinsauren bindet, das 
heiBt eine Nucleinsaurespezif itat aufweist, wie 
beispielsweise f ragmentierte Zielgenome. Unter 
nucleinsaureaf f inen Material wird jedoch auch eine 
hochst sequenzspezif ische Nucleinsaure verstanden. 
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die ganz spezifisch nur ein konkretes Nucleinsaure- 

■J 

spezies aus einer viele Nucleinsaurespezies enthal- 
tenen Probe isoliert und bindet, zum Beispiel eine 
bestimmte cDNA oder genomische DNA-Sequenz . In be- 
vorzugter Ausf uhrungsf orm der Erf indung sind die 
nucleinsaureaf f inen Materialien zum Beispiel Zu- 
f allsoligonucleotide oder sequenzspezif ische Oligo- 
nucleotiden von zum Beispiel 7 bis 50 Nucleotiden 
X*ange . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wird 
unter einer nur aus Zuf allssequenzen bestehenden 
DNA-MisGhung eine Mischung aus DNA- Zuf allssequen- 
zen, die auch als random primer bezeichnet werden, 
,verstanden, die nicht spezifisch auf eine konkret 
zu isolierende Nucleinsaure zusammengestellt ist, 
sondern jede beliebige Nucleotidpermutation auf- 
weist, so daB unterschiedslos alle in der Probe 
vorhandenen Nucleinsauren mit fur eine Hybridisie- 
rung ausreichende Kettenlange gebunden werden. Die 
DNA-Zuf allssequenzen weisen eine im wesentlichen 
einheitliche, aber beliebige Kettenlange auf, vor- 
zugsweise eine durchschnittliche Kettenlange von 1 5 
bis 30. Die nur aus Zuf allssequenzen bestehende 
DNA-Mischung weist also eine Vielzahl von unter- 
schiedlichen DNA-Molekiilen in Einzelstrangf orm auf, 
deren Sequenz jeweils zuf allsgemafl zusammengesetzt 
ist. 

Bei der Herstellung dieser DNA-Mischung wird so 
vorgegangen, daB im Verlauf der DNA-Synthese die 
vier am DNA-Aufbau beteiligten Nucleoside, das 
heiBt Desoxyadenosin, Desoxyguanosin, Desoxycytidin 
und Desoxythymidih sowie gegebenenf alls deren je- 
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weilige Synthone, das heiBt deren strukturanaloge 
Modifikationen, pro DNA-Kettenverlangerungsschritt 
in einem Mischungsverhaltnis von 1:1:1:1 eingesetzt 
warden. Das hat zur Folge, daB je Position in einer 
DNA-Molekiilkette alle vier Nucleoside rait gleicher 
Wahrscheinlichkeit eingebaut werden. Eine DNA- 
Mischung mit DNA-Zuf allssequenzen von jeweils bei- 
spielsweise 20 Nucleotiden Lange, dargestellt durch 
die Abfolge 5* (N)2o 3', wobei N fur Desoxyadenosin, 
Desoxyguanosin, Desoxythymidin und Desoxycytidin 
steht, reprasentiert deranach eine Mischung aller 
einzelstrangiger DNA-Molekiile mit einer Kettenlange 
von 20 Nucleotiden, das heiBt 4^^ verschiedene DNA- 
Molekiile. Die Anzahl von unterschiedlichen DNA- 
Zufallsequenzen pro erf indungsgemaBer DNA-Mischung 
betragt demnach 4"", wobei x die Kettenlange oder 
Nucleotldanzahl der DNA-Zuf allssequenz ist. 

In besonders vorteilhaf ter Ausgestaltung der Erfin- 
dung betrifft die Erfindung ein vorgenanntes Ver- 
fahren, wobei die in der DNA-Mischung vorhandenen 
A"" Zuf allssequenzen in gleichen, vorzugsweise in im 
wesentlichen, molaren Mengenanteilen vorkommen. Die 
erfindungsgemaB eingesetzte DNA-Mischung ist also 
nicht im Hinblick auf eine konkrete Isolierauf gabe 
hin entwickelt, sondern stellt vielmehr eine fiir 
jede beliebige DNA- oder RNA- Isolierauf gabe ein- 
setzbare DNA-Mischung ohne jegliche konkrete DNA- 
Oder RNA-Spezifitat dar. Die eingesetzte DNA- 
Mischung ist nur insoweit spezifisch, als daB sie 
Nucleinsauren, das heiBt DNA oder RNA, von anderen 

Stoffen wie zum Beispiel Proteinen, Zuckern oder 
' ahnlichera trennen kann. ErfindungsgemaB kann jedoch 

vorgesehen sein, durch geeignete Auswahl der Binde- 
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beziehungsweise Hybridisierungsbedingungen zwischen 
zu isolierender Nucleinsaure und nucleinsaureaf f i- 
nen Material oder der Losebedingungen (Temperature 
lonenstarke etc.) DNA von RNA zu unterscheiden . Das 
erf indungsgemaSe Verfahren kann also in vorteilhaf- 
ter Weise DNA- oder RNA-spezif isch durchgefiihrt 
werden. 

Selbstverstandlich kann die erf indungsgemafi einzu- 
setzende DNA-Mischung aus Zuf allssequenzen . oder 
spezifischen Oligonucleotiden auch andere Nucleosi- 
de wie Deisoxyinosin, Uridin, Pseudouridin, N^- 
Dimethyl-guanosin , N^- Isopentenyladenosin , also 
Synthone, enthalten. Erf indungsgemaS kann auch vor- 
gesehen sein, anstelle der Desoxypentosen, Pento- 
sen, also RNA-Bausteine, einzusetzen. Im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung wird unter ei- 
ner DNA-Mischung gegebenenf alls also auch eine RNA- 
Mischung verstanden. 

ErfindungsgemaB konnen insbesondere Oligonucleotide 
als nucleinsaureaf fines Material eingesetzt werden, 
wobei sowohl hochspezif ische Sonden aber auch un- 
spezifischere Oligonucleotide, wie fragment ierte 
Zielgenome oder Zuf allsoligonucleotide, das heiBt 
nur aus Zuf allssequenzfen bestehende DNA-Mischungen, 
sogenannte Random-Oligonucleotide eingesetzt werden 
konnen. Die Verwendung von Random-Oligonucleotiden 
als nucleinsaureaf fines Material bietet gegeniiber 
Materialien wie 'Anionentauschern und Silica, die 
erf indungsgemafi auch eingesetzt werden konnen, den 
Vorteil einer geringeren Affinitat gegeniiber ande- 
ren Polyanionen . als Nucleihsauren und einer hoheren 
Affinitat zu den Nucleinsauren aufgrund des Prinzip 
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der komplementaren Basenpaarung im Vergleich zu Ma- 
terialien wie Silica oder Anionenaustauschern^ sie 
sind aber im Vergleich zu Oligonucleotiden mit spe- 
zifischen Sequenzen zur Reinigung verschiedener- un- 
terschiedlicher Nucleinsauren geeignet . Die Kopp- 
lung der Oligonucleotide an den Trager oder die Ma- 
trix erfolgt vorzugsweise liber das 3^-Ende des Oli- 
gonucleotids , so daS bei einer gegebenenf alls er- 
folgenden Amplif ikation, beispielsweise mittels 
PGR, keine Nebenprodukte entstehen konnen. Bei Ver- 
wendung spezifischer Oligonucleotide ist es erfin- 
dungsgemafi bevorzugt, Schmelztemperaturen unterhalb 
derer der PCR-Primer zu wahlen, um Kompetitionen zu 
mininiieren. 

Neben der bevorzugten Verwendung von DNA- 
Oligonucleotiden ist der Einsatz von RNA- 
Oligonucleotiden und Peptide Nucleic Acids (PNAs) 
erf indungsgemaB moglich, Des weiteren ist es erf in- 
dungsgemaB bevorzugt, modif izierte Basen einzuset- 
zen, um bestimmte Hybridisierungsef f ekte zu erzie- 
len. Auch der Einsatz von speziellen Zuckern im Zu- 
sammenhang mit Nucleinsaureoligonucleotiden, wie 
beispielsweise in Beier et al . , Science 283 (1999), 
699 bis 703 beschrieben, ist erf indungsgemaB vorge- 
sehen und insofern in den vorliegenden Offenba- 
rungsgehalt mit einbezogen. 

Die Erfindung weist den Vorteil auf , daS aus einer 
Probe bereits wahrend des Probenauf schlusses in ei- 
nem einzigen Schritt hochspezif isch Nucleinsauren 
isoliert werden konnen und in reiner Form erhalten 
werden, so daB diese direkt fiir andere Analyse- 
oder Praparationsschritte, wie beispielsweise ein 
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PCR-Verf ahren, eingesetzt werden konnen. Die erfin- 
dungsgemaBe Vorgehensweise setzt in vorteilhaf ter 
Weise keine kosten- und zeitintensiven Anpassungs- 
schritte des Verfahrens an die jeweilige Isolier- 
aufgabe voraus . Vielmehr kann das erf indungsgemaSe 
Verfahren direkt ohne we.itere Modifikation flir jede 
beliebige Isolierauf gabe eingesetzt werden. 

In besonders bevorzugter Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB nach der Af f initatsbindung 
der in der Probe vorhandenen Nucleinsauren an das 
nucleinsaureaf fine Material Verunreinigungen mit- 
tels geeigneter Puf f erlosiingen oder Wasser entfernt 
werden, • Nach dem erfolgten Waschschritt kanii die 
af finitatsgebundene Nucleinsaure durch Erhohung der 
Umgebungstemperatur , beispielsweise auf mindestens 
70.^C, zum Beispiel Siedetemperatur , in Gegenwart 
eines geeigneten Losemittels , zum Beispiel einer 
Pufferlosung oder Wasser, von dem nucleinsaureaf fi- 
ne Material abgelost werden. Die Ablosung kann auch 
durch Erhohung der lonenstarke des Losepuffers oder 
eine Veranderung des pH-Wertes oder durch elektri- 
sches Waschen erfolgen. Die erhaltene Nucleinsaure 
ist frei von Verunreinigungen und kann insbesondere 
durch PGR- Verfahren, auch in Gegenwart der gegebe- 
nenfalls immobilisierten DNA-Mischung, amplifiziert 
werden. 

Die Erfindung betrifft in einer weiteren Ausfiih- 
rungsf orm eine Vorrichtung zur Isolierung und Pro- 
zessierung von Nucleinsauren, insbesondere zur 
Durchfiihrung eines vorgenannten Verfahrens, wobei 
die Vorrichtung, ira folgenden- auch als Probentrager 
bezeichnet, mindestens eine Probenkammer mit minde- 
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stens zwei flachig ausgebildeten Elektroden und 
mlndestens einem nichtleitenden Rahmenteil umfaSt, 
und wobei die mindestens zwei flachig ausgebildeten 
Elektroden und das mindestens eine Rahmenteil als 
Wand-, Deckel- oder Bodenteil der Probenkammer aus- 
gefiihrt sind. Die erf indungsgemaBe Probenkammer 
weist also eine von Bodenteil, Wandteil oder Wand- 
teilen sowie gegebenenf alls Deckelteil umschlossene 
im Querschnitt kreisformige oder rechteckige Kammer 
auf, wobei Bereiche der Wand-, Boden- und/oder Dek- 
kenteile als flachig ausgebildete Elektroden ausge- 
fuhrt sind. Die erf indungsgemaB vorgesehenen vor- 
zugsweise gegeniiberl legend angeordneten mindestens 
zwei Elektroden weisen elektrische Anschlusse auf 
und dienen der Erzeugung eines Probenauf schluB und 
gegebenenf alls ' Elektrohybridisierung, . Elektro- 
waschen und Eiektroelution sowie Elektrodetektion 
ermoglichenden elektrischen Feldes konstanter Span- 
nung oder gepulsten elektrischen Feldes. In bevor- 
zugter Weise kann vorgesehen sein, daB das minde- 
stens eine nichtleitende Rahmenteil mindestens eine 
Off nung, zum Beispiel Eingabe- und Entnahmeeinhei- 
ten aufweist, die dem Einfiillen beziehungsweise der 
Entnahme von Probef liissigkeit dient . Zudem kann 
vorgesehen sein, zwischen Bereichen des Rahmentei- 
les und/oder zwischen den Elektroden Mefleinheiten, 
zum Beispiel optische MeBeinheiten und deren gege- 
benenfalls vorhandene Anschlusse zu lokalisieren, 
die den Nachweis gebundener Nucleinsauren ermogli- 
chen- 

In bevorzugter Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
vorgesehen > die Elektroden aus Aluminium, Edel- 
stahl, Silber, Gold, Platin, Graphit oder ahnlichem 
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auszufiihren, wahrend in einer weiteren bevorzugten 
Ausfiihrungsform die nichtleitenden Rahmenteile aus 
Kunststoff, Glas, Silicium oder ahnlichem ausge- 
fiihrt sind. 

Die Erfindung sieht also einen Probentrager vor, in 
dem das gesajnte erf indungsgemaBe einstufige Ver.fah- 
ren durchgefiihrt werden kann, das heiBt der Proben- 
aiifschluB, die Nucleinsaureisolierung, die Nuclein- 
saurereinigung und^ gegebenenf alls der Nucleinsau- 
renachweis - Als. vorteilhaft erweist sich dabei, dafi 
die Probef liissigkeit nicht zwischen verschiedenen 
Beihaltern transf eriert -werden muB, sondern daB das 
Verf ahren vielmehr in einem einzigen Behalter 
durchgefuhrt werden kann, der in der Lage ist, in. 
seinem Innenvolumen ein elektrisches Feld zu erzeu- 
gen, welches dem Probenauf schluB und der Unterstiit- 
zung der Nucleinsaurebindung an das. nucleinsaureaf- 
fine Material dient . In besonders bevorzugter Weise 
ist der Probentrager im Mikrosystemtechnik in der 
GroBe eines Chips ausgefiihrt, weist also Abmessun- 
gen von 1 bis 2 cm^ auf. Das Rahmenteil kann demge- 
maB in solcher Ausfiihrungsform auch flachig, das 
heiBt eben ausgefuhrt sein, wobei keine Probenkam- 
mer vdrgesehen ist und die Elektroden in das Rah- 
menteil integriert vorliegen. Auf diese Weise wird 
die Menge an Verbrauchsmaterial minimiert und der 
. Probendurchsatz maximiert- Des. weiteren bieten sich 
beispielsweise bei Verwendungr der erf indungsgemaBen 
Vorrichtung in ChipgroBe Vorteile beziiglich der an- 
zulegenden Spannung, da hohe Feldstarken durch den 
geringen Elektrodenabstand bereits bei geringen 
Spannungen erreicht werden konnen. In vorteilhafter 
Weise ist die Geometrie des Probentragers so zu 
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wahlen, daB gegebenenf alls sowohl homogene als auch 
inhomogene elektrische Felder erzeugt werden kon- 
nen. In bevorzugter Ausf lihrungsf orm ist ein solcher 
Chip nach den Prinzipien der Mikrofluidik aufge- 
baut . 

In bevorzugter Weise ist die genannte erf indungsge- 
maBe Vorrichtung dadurch gekennzeichnet , daB zumin- 
dest Telle des dem Innenvolumen zugewandten Be- 
reichs der Elektroden und/oder des Rahmenteils im- 
mobilisiertes nucleinsaureaf fines Material aufwei- 
sen. DemgemaB kann in erf indungsgemaB bevorzugter 
Weise ein Bereich der Elektroden beispielsweise mit 
spezifischen oder unspezif ischen Oligonucleotiden 
gekoppelt sein. 

Die voirliegende Erfindung betrifft auch eine Vor- 
richtung, insbesondere eine Af f initatsmatrix, zur 
Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe, ins- 
besondere zur Durchfiihrung eines vorgenannten Ver- 
falirens, umfassend ein nucleinsaureaf fines Materi- 
al, zum Beispiel eine nur aus Zuf allssequenzen be- 
stehende , vorstehend beschriebene , DNA-Mischung , 
die an einer Matrix zum Beispiel einer Elektrode 
immobilisiert ist. Die Erfindung sieht also eine 
Vorrichtung, insbesondere eine Af f initatsmatrix, 
vor, mit Hilfe derer das vorgenannte Verfahren 
durchgefiihrt werden kann, insbesondere mit Hilfe 
derer Nucleinsauren aus einer beliebigen Probe in 
einfacher und kostengiinstiger Weise isoliert werden 
konnen . 

Die erf indungsgemaBe Vorrichtung umfaBt eine Ma- 
trix, die beispielsweise als Membran, als Kiigelchen 
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(beads) oder Saulengel ausgefiihrt sein kann und als 
Trager oder Grundgeriist fiir die nur aus Zufallsse- 
quenzen bestehende DNA-Mischung f ungiert , Es kann 
auch vprgesehen sein, magnetische Partikel, zura 
Beispiel Kiigelchen, oder Elektroden^ zum Beispiel 
aus Aluminium, Silber, Edelstahl, Gold^ Platin 
und/oder Graphit als Matrix einzusetzen. 

Die Erfindung sieht in vorteilhaf ter Weise vor, als 
Material fiir die Matrix ein chemisch und physika- 
lisch weitgehend inertes Material einzusetzen, wie 
Glas Oder Kunststoff , zum Beispiel Polystyrol oder 
Polypropylen oder ein entsprechend inertes Elektro- 
denmaterial. 

Insbesondere ist das Material in bevorzugter . Aus- 
fiihrurigsform der Erfindung geeignet sein, Tempera- 
turunterschiede in einem Intervall zwischen iO°G 
urid 95® C, pH-Unterschiede in einem Intervall zwi- 
schen 0 bis 1 4 und Natrium- beziehungsweise Calium- 
chloridiorienkonzentrationen in einem Intervall von 
10 mM bis 2 M ohne signifikante Veranderung der Ma- 
terialeigenschaf ten zu tolerieren. Daruber hinaus 
ist es bevorzugt, dafl das eingesetzte^ Material un- 
loslich in Wasser Detergentien und Tensidmischungen 
ist sowie sich chemisch inert gegeniiber chaotropen 
Reagenzien, wie zum Beispiel Isoguanidinthiocyanat , 
verhalt . 

Die Matrix ist in vorteilhaf ter Weise auf. ihrer 
Oberflache modifiziert, beispielsweise durch das 
Aufbringen von Biomolekiilen, die hochaffin an der 
Oberflache des Matrixmaterials binden. Ein derarti- 
ges auf der Matrix immobilisiertes Biomolekiil. kann 
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zxim Beispiel Streptavidin sein. Die Matrixoberf la- 
che kann jedoch auch derart modifiziert sein, da6 
eine kovalente Bindung zwischen dem nucleinsaureaf - 
finen Material, zum Beispiel den Zuf allssequenzen 
der DNA-Mischung, und der Matrix ermoglicht wird. 
DemgemaS kann die Matrix Aminogruppen aufweisen, 
die liber einen Dialdehydspacer beziehungsweise ein 
Dialdehydverbindungsmolekiil , zum Beispiel Glu- 
tardialdedyd, unter Bildung einer Schif f schen Base 
mit einer zum Beispiel am 5 ' - oder 3 ' -Ende der DNA- 
Zufalls-sequenzen eingefiihrten Aminofunktion eine 
Bindung eingehen kann. Erf indungsgemaB kann vorge- 
sehen sein, die Matrix vor Modif izierung ihrer: 
Oberflache zu reinigen, zum Beispiel mit Salpeter- 
saure- Zudem sieht die Erfindung in vorteilhaf ter 
Ausfuhrungsforra vor, die Oberflache der Matrix vor 
der Modifizierung zu silanisieren- 

Die als nucleinsaureaf fines Material eingesetzten 
Nupleinsauren der vorliegenden Erfindung, zum Bei- 
spiel die Zuf allssequenzen der DNA-Mischung, weisen 
demgemaB zum Zweck der Immobilisierung an der Ma- 
trix ebenfalls Modif ikationen, am 3 ' - oder 5 '-Ende, 
auf- Derartige Modif ikationen konnen beispielsweise 
mit dem 5 ' -Ende der DNA-Zuf allssequenz verbundene 
Biomolekiile wie Biotin sein, die hochaffin an auf 
der Matrix immobilisierte andere Biomolekiile bin- 
den, wie beispielsweise Streptavidin. Es kann auch 
vorgesehen sein, Aminof unktionen, Epoxidgruppen 
Oder Succinimidester oder andere gangige funktio- 
nelle Gruppen in die als ' nucleinsaureaf fines Mate- 
rial verwendeten Nucleinsauren einzufiihren vorzugs- 
weise am 5 ' - oder 3 '-Ende, so daB diese unter Bil- 
dung einer Schiff schen Base mit an der Matrix im- 
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mobilisierten Aldehydgruppen kovalent binden kon- 
nen. 

In jedem Fall werden die modif izierten Nucleinsau- 
ren, zum Beispiel die DNA-Zuf allssequenzen in Ein- 
zelstrangf orm und die modif izierten Matrix mitein- 
ander in Kontakt gebracht, so daS die Nucleinsauren 
an der Matrix immobilisiert werden. Die mit dem er- 
findungsgemaB einzusetzenden nucleinsaureaf f inen 
Material in Form von Nucleinsauren beladene Matrix 
wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
auch als Affinitatsmatrix bezeichnet. 

Die erf indungsgemaBe Affinitatsmatrix kann in vor~ 
teilhafter Weise auch auf der Oberf lache von Parti- 
keln aufgebracht werden, die im Rahmen eines Auf- 
schlusses dem AufschluB zu- beziehungsweise ausge- 
setzt werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer 
nur aus Zuf allssequenzen bestehenden DNA-Mischung , 
insbesondere einer gleichteiligen Mischung, aus 4* 
verschiedenen DNA-Zuf allssequenzen, wobei x gleich 
der Kettenlange der DNA-Zuf allssequenz. ist, vpr- 
zugsweise 5 bis 50, insbesondere 15 bis 30, zur 
Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe . 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteranspriichen. . 

Die Erfindung wird anhahd von Ausfiihrungsbeispielen 
und dazugehoriger Figuren naher erlautert. 



Die Figuren zeigen-: 
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Figur 1 eine Matrix einer erf indungsgemaBen Vor- 
richtung, 

Figur 2 eine erf indungsgemaBe Vorrichtung bezie- 
hungsweise DNA-Af f initatsmatrix. 



Figur 3 
Figur 4 



Figur 5 



Figur 6 



ein Elektropherogramm, 

zwei Chromatogramme der Bindung von Stan- 
dard-DNA an unbehandelte und behandelte 
Glasperlen, 

eine weitere Ausfiihrungsf orm einer erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung in Form eines 
Probentragers und » 

eine weitere Ausfiihrungsf orm einer erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung ausgefiihrt als 
Chip. 



Beispiel 1 : Vorrichtung zur DNA-Isolierung 

Die Figur 1 zeigt eine Matrix 10, die in Form einer 
Membran 1 ausgefiihrt ist • Die Membran 1 ist auf . ih- 
rer Oberflache mit Streptavidinmolekiilen 3 be- 
schichtet . 

Die Figur 2 stellt eine Af f initatsmatrix 100 dar, 
die hergestellt wurde, indem die Matrix 10 mit 5' 
modifizierten chemisch oder synthetisch hergestell- 
ten DNA-Zufallssequenzen 7, 7\ 7'' einer DNA-Mi- 
schung in Einzelstrangf orm in Kontakt gebracht wur- 
de, wobei die 5 ' -Modif ikation der DNA-Zuf allsse- 
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quenz diese in die Lage versetzt, hochaffin an die 
Streptavidinmolekule 3 zu binden. Die Figur . 2 
stellt dar, daB die 5 ' -Enden der . DNA-Zufallsse- 
quenzen 1,1', 7'* jeweils an Biotin 5 gebunden 
sind. Die Biotinmodif ikation am 5 ' -Ende der .DNA- 
Zuf allssequenzen 7, 1\ 7'* bindet hochaffin an die 
immobilisierten Streptavidinmolekule 3, so daB eine 
auf einer Matrix 1 0 immobilisierte DNA-Mischung mit 
den einzelnen DNA-Zuf allssequenzen 7, 7', 7*' ge- 
bildet wird. 

Beispiel 2: Isolierung von DNA aus einem Zellauf- 
schluB 

K) Herstellung der Af f initatsmatrix 

Fiir die Versuche wurden Ballotini Micro-Glaskugern 
Typ. 3000 der Firma Potters-Ballotini GmbH, Kirch- 
heimbolanden verwendet . Ihre GroBe war mit bis zu 
50 ^m angegeben. Um das Ausgangsmaterial zu reini- 
gen und die Oberflache fiir die Silanisierung vorzu- 
bereiten, wurden die Glaskiigelchen in Salpetersaure 
gekocht. 50 g der Glaskiigelchen wurden in einen 
1 1-Dreihalskolben rriit Rlicklauf klihler zu 500 ml 
circa 7%iger Salpetersaure gegeben. Uber einen 
Heizpilz wurde bis zum Sieden erhitzt und 1 Stunde 
unter RuckfluB gekocht. Wahrenddessen wurde iiber 
einen Magnetriihrer mit Ruhrfisch geruhrt. Nach dem 
Erkalten wurde die iiberstehende Fliissigkeit abde- 
kantiert. Die Glaskiigelchen wurden dreimal mit Was- 
ser in MilliQ-Qualitat gewaschen und iiber eine Nut- 
sche abfiltriert. Bei 95 ""C wurden sie uber Nacht im 
Trockensohrank getrocknet. Da. nach dem Trocknen mit 
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bloBeiti Auge noch Verunreinigungen zu erkennen wa- 
ren, wurde der gesamte Reinigungsvorgang nochmals 
wiederholt. 

10 g der trockenen und gereinigten Glaskiigelchen 
wurden zu 200 ml trockenem Methanol in einen 250 ml 
Einhals-Rundkolben gegeben. Der Kolben wurde mit 
Argon gespiilt. Es wurden 20 ml 3- Aminopropyltrime- 
thoxysilan (Fluka) zugegeben. Als Katalysator war- 
den 0,5 ml Triethylamin zugesetzt. Der Ansatz wurde 
2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt . Die Reakti- 
onslosung wurde abdekantiert und die Glaskiigelchen 
mit Wasser (MilliQ) gewaschen und iiber eine Nutsche 
cibf iltriert . 

Zunachst wurde aus 160 ml 0,1 M K2HPO4 und 40 ml 
0,1 M KH2PO4 ein Kaliumphosphatpuf f er hergestellt 
und' auf pH 7,5 eingestellt. Aus 10 ml 25%iger Glu- 
tardialdehyd-Losung und 90 ml des Kaliumphosphat- 
puf fers wurde eine 2,5%ige Glutardialdehyd-Losung 
hergestellt. Zu 40 ml der 2,5%igen Glutardialdehyd- 
Losung wurden 4 g der silanisierten Glaskiigelchen 
zugegeben und circa 1 Stunde bei Raumtemperatur ge- 
riihrt - Die Glaskiigelchen wurden anschlieBend mit 
Wasser, Kaliumphosphatpuf fer und wieder gut mit 
Wasser gewaschen . 

Oligonucleotide (1 jimol pro Ansatz) (1 5-mere, jedes 
1 5-mer in gleicher. Konzentration, das heiBt, es 
liegt eine Verteilung samtlicher theoretisch mogli- 
cher Oligomere mit den Nucleotiden A,T,G und C in 
jeweils gleichen Anteilen vor, Firma Interactiva, 
Ulm, Deutschland) wurden in 1 ml Kaliumphosphatpuf - 
fer aufgenommen. In einem 15 ml Rohrchen (Greiner 
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GmbH) wurde 2U 4 ml Kaliumphosphatpuf f er 1 g der 
silanisierten und mit Glutardialdehyd aktivierten 
Glaskiigelchen sowie 1 ml der Primer-Losung zugege- 
ben. Der Ansatz vmrde kurz in Eis gekiihlt . Uber 
Nacht wurde das Rohrchen im Kiihlraum auf einen Rol- 
ler gelegt und dort 17 Stunden ger.ollt. Die Glaskii- 
gelchen wurden in einer Minifuge (Heraeus) 5 Minu- 
ten bei 1500 U/min abzentrifugiert . Der Uberstand 
wurde abdeka:ntiert und zunachst im Kiihlschrank auf-^ 
bewahrt . Das Pellet wurde dreimal in circa 6 ml Ka- 
liumphosphatpuf fer aufgenommen und abzentrifugiert, 
um ungebundehe Primer auszuwaschen. Die Kiigelchen 
wurden mit Wasser (MilliQ) auf geschleramt und je zur 
Halfte in zwei Eppendorfhiitchen gegeben. Die eine 
Halfte wurde so eingefroren, die andere Halfte wur- 
de. in 3 Durchgangen zu je 10 Minuten in der Speed- 
vac getrb'cknet und ebenfalls im Gef rierschrank ge- 
lagert. Um abschatzen zu konnen, ob tatsachlich 
Primer gebunden wurden, wurden von der Priraer- 
Stammlosung und vom Uberstand nach dem Anfugen UV- 
Spektren bei 260 mm aufgenommen. Aus den Spektren 
wurde die - jeweilige Primer-Konzent ration ermittelt. 

B) Zellauf schluB und DNA-Isolierung 

In einem. ReaktionsgefaB wurden 300 ul einer physio- 
logisch gepufferten Kochsalzlosung (pH 7,4; 3 mM 
EDTA) mit 10^ KBE/ml ah Escherichia coli mit 100.000 
elektrischen Impulsen einer Feldstarke von 1,5 
kV/cm behandelt'. Die Zeitkonstante betrug - 2 us 
(exponentiell abfallende Impulsform) , Die Impuls- 
f requenz . betrug 5 Hz. AnschlieBend wurden 50 bis 
500 mg der Oligonucleotid-beschichteten Affinitats- 
perlen zugegeben. Das Reaktionsgemisch erwarmte 
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sich dabei, was ausreichte, die freigesetzte dop- 
pelstrangige DNA zu denaturieren, so daB sie beim 
Abkiihlen der Reaktionsmischung durch Hybrid! sierung 
an die Af f initatsmatrix zu binden vermochte. Durch 
Unterschichten des Reaktionsgemisches mit Chloro- 
form wurde eine Phasentrennung herbeigef iihrt , wobei 
sich die Glasperlen, aufgrund ihres hohen spezifi- 
schen Gewichtes in der Chlorof ormphase anreicher- 
ten. Der waBrige Uberstand, der neben Zelltrurnmern 
alle wasserloslichen Bestandteile des Zellauf- 
schlusses enthalt, wurde abgenommen und die Glas- 
perlen, denen die zu isolierende DNA anhaftete, im 
Vakuum getrocknet - 

Wurde die Isolierung der DNA an Dynabeads durchge- 
fiihrt, wurden 50 fxl Zellysat mit 50 \il konjugierten 
Dynabeads der Konzentration 5 mg/ml in einem Puffer 
der Zusammensetzung 20 mM Tris/HCl pH = 7,5, 1 M 
LiCl, 2 mM EDTA, versetzt. Das resultierende Ge- 
misch inkubierte hier fur 10 Minuten auf einem Rol- 
ler und fiir weitere 10 Minuten im Stehen. Die mit 
DNA beladenen Partikel wurden magnetisch separiert 
und zweimal mit je 100 \xl Waschpuffer nach Herstel- 
lerangaben gewaschen . 

C) Elution von DNA von der Aff initatsmatrix 

Die DNA enthaltenden Af f initatsmatrices wurden 
wahlweise in Wasser oder einem Puffer der Zusammen- 
setzung 10 mM Tris, 1 mM EDTA, ph = 8,0 aufgewarmt. 
Die resultierende Suspension wurde 1 0 Minuten zum 
Sieden erhitzt, wobei sich die an die Aff initatsma- 
trix gebundene DNA loste und mit dem Uberstand, in 
der Hitze, abgenommen werden konnte. 
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Beispiel 3: DNA-Isolierung und PGR 

In einem ersten Experiment wurde die prinzipielle 
DurGhfiihrbarkeit der Isolierung von DNA an iminobi- 
lisierten DNA-Zuf allssequenzen (15-mere, wie in 
Beispiel 2 ) gezeigt . Dazu wurden am 5'-Ende bio- 
tinylierte , DNA-Zuf allssequenzen an kommerziell er- 
halfeliche . Streptavidin-beschichtete magnetische 
Partikel immobilisiert und ihire DNA-Bindungseigen- 
schaften mit deii Bindungseigenschaf ten eines kom- 
merziell erhaltlichen DNA-Isolierungssystems (DYNAL 
Direct) verglichen. Als Referenz-DNA diente ein das 
MIF-Gen enthaltendes . Plasmid, das aus intakten 
Escherichia coli Zellen durch chemischen Zellauf- 
schlufi freigesetzt wird- Nach der Plasmid- 
Isolierung wurde das MIF-Gen mit einem geeigneten 
Sondenpaar amplifiziert und die PCR-Produkte elek- 
trophoretisch getrennt. Die Ergebnisse dieser Ver-' 
gleichsuntersuchungen sind in Figur 3 dargestellt • 
Die Bahnen 3 und 4 des Elektropherogramms reprasen- 
tieren das MIF-PCR-Produkt von Plasmid-DNA, die an 
DNA-Zuf allssequenzen iso.liert werden konnte. Dem 
sind in den Bahnen 5 und 6 die MIF-PCR-Produkte der 
mit Hilf e des kommerziellen Systems isolierten 
Plasmid-DNA gegeniibergestellt. Es zeigt sich weder 
ein qualitativer , noch ein quantitativer Unter- 
schied zwischen beiden Isolierungsstrategien. 
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Beispiel 4: Af f initatschromatographie 

Die als Af f initatsmatrix zur DNA-Isolierung herge- 
stellten Glasperlen nach Beispiel 2 wurden in eine 
HPLC-Leersaule iibergefiihrt und dort auf ihre DNA- 
Bindungskapazitat untersucht . Ein wesentlicher Vor- 
teil saulenchromatographischer Verfahren gegenuber 
sogenannten Batch-Verf ahren ist ihre hohe Reprodu- 
zierbarke.it und die Moglichkeit, die Versuchsbedin- 
gungen (FluBrate, Laufmittel, Temper atur) auf ein- 
fache Weise variieren zu konnen. Die Figur 4 stellt 
Chromatograinine .der Bindiing von Standard-DNA (je- 
weils 25 \ig) bei 5CC und einem Puffer der Zusam- 
mensetzung 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 
pH = 8,0 an unbehandelte Glasperlen und an Glasper- 
len mit inmiobilisierten DNA-Zuf allssequenzen dar. 
Die Differenz der Flachen unter den Kurven 
(Kurve 1 : Glasperlen ohne DNA-Zuf allssequenz ; 
Kurve 2: Glasperlen mit DNA-Zuf allssequenz) 
entspricht der DNA-Bindungskapazitat der Affini- 
tatsmatrix'. Die FluBrate betrug jeweils 0,1 ml/min. 
Unter den gewahlten Bedingungen zeigte sich (vgl . 
Figur 4) , dafl die DNA-Bindungskapazitat der mit Zu- 
fallssequenzen beschichteten Glasperlen die Bin- 
dungskapazitat unbeschichteter Glasperlen urn das 
7,16 fache iibertraf. 



Beispiel 5: Nucleinsaureisolierung unter Einsatz 
elektrischer Felder mittels eines 
Probentragers in Chipformat 



Die Figur 5 zeigt eiW Vorrichtung 200, umfassend 
eine Probenkammer 210. aus vier zu zwei gegenuber- 
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liegenden Elektrodenpaaren zusammengef aBte Elektro- 
den 220, 220* und einem Rahmenteil 230 aus nicht 
leitenden Mater ialien. Der Probentrager ist im 
Querschnitt rechteckig und im Chipformat aufgebaut, 
das heiSt weist eine GroBe von 1 bis 2 cm^ auf. 
Nicht dargestellt ist der Deckel- und Bodenteil der 
Probenkammer 210. Rahmenteil 230 und die vier fla- 
chig ausgebildeten Elektroden 220, 220' bilden die 
Wande und umschliefien ein Innenvolumen das der Auf- 
nahme der Probe dient . Es kann vorgesehen sein, ei- 
nen Abstand. der beiden gegeniiberliegend angeordne- 
ten und jeweils eine Wand bildenden Elektrodenpaare 
220/ 220 1 von 1 00 rim bis 5 mm und einen Elektroden- 
durchmesser bis 1 cm auszufiihren. Dargestellt ist, 
daB nicht leitende Bereiche 240 die einzelnen Elek- 
troden 220, 220' der jeweiligen Elektrodenpaare rnit 
ihren .Anschliissen 225 voneinander trennen, so daB 
inhomogene und annahernd homogene elektrische Fel- 
der erzeugt werden konnen. So kann die Bildung von 
inhomogenen Feldern durch Anlegen einer Spannung an 
nur zwei qder drei von vier leitenden Elementen 
220, 220' erreicht werden. Vorzugsweise werden die 
nicht leitenden Bereiche 240 zwischen den leitenden 
Elementen 220, 220' eines Elektrodenpaares mog- 
lichst klein gewahlt, so daB annahernd homogene 
elektrische Felder entstehen konnen, wenn zum Bei- 
spiel die leitenden Elemente, also Elektroden, 220' 
als Kathode und -die leitenden Elemente, also Elek- 
troden, 220 als Anode fungieren* Die Probenkammer 
.210 weist eih Rahmenteil 230 auf, welches mit Fil- 
tern versehene Eingabe- 260 und Entnahmeeinheiten 
270 aufweist. Die Eingabe- und Entnahmeeinheiten 
260, 270 sind in anschluBartige nicht leitende Ele- 
mente 28Q des Rahmenteils 230 so eingepaBt, daB der 
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Probentrager 200 befiillt und entieert werden karrn. 
Urn gegebenenf alls spektrophotometrische oder lumi- 
nometrische Messungen durchfiihren zu konnen, weist 
die Vorrichtung 200 optische Einheiten 290 zwischen 
nicht leitenden Bereichen 295 und 280 des Rahmen- 
teils 230 auf, so daB die optischen Einheiten so 
angepaBt werden konnen, daB Anschliisse entstehen. 
Zur elektrischen Detektion konnen die Anschliisse 
225 der Elektroden 220, 220' verwendet werden. Dar- 
gestellt ist auch, daB an den Elektroden 220 Zu- 
f allssequenzen 300 der erf indungsgemaB eingesetzten 
DNA-Mischung inunobilisiert sind. Es kann auch vor- 
gesehen sein, die Zuf allssequenzen 300 zusatzlich 
Oder ausschlieBlich am nicht leitenden Element 240 
im Bereich der Elektroden 220, 220' anzubringen. Urn 
samtliche Verf ahrensschrittte unter Einsatz elek- 
trischer Felder, das heiBt Probenauf schluB, 
Nucleinsaureaufrexnigung und gegebenenf alls 

Nucleinsaure-Waschen sowie -detek-tion mit dem Pro- 
bentrager 200 durchfiihren zu konnen, miissen ein 
Oder mehrere entsprechende spannungsgebende Appara-- 
turen an den Probentrager 200 angeschlossen werden, 
urn so die verschiedenen notwendigen Felder erzeugen 
zu konnen. Die erf indungsgemaBe Vorrichtung zeich- 
net sich also insbesondere dadurch aus, daB Telle 
Oder Bereiche der Probenkammer 210, also der Wand, 
des Boden- und/oder Deckelteils aus Elektroden auf- 
gebaut sind, die mindestens ein elektrisches Feld 
in der Kammer erzeugen konnen, wobei in Wanden, Bo- 
den Oder Deckel Offnungen zur Probeentnahme , 
eingabe und/oder Detektion vorhanden sein konnen. 

Die erf indungsgemaBe Verf ahrensweise sieht unter 
Einsatz der vorgenannten Vorrichtung zunachst vor. 
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daS eine Probe, .wie in Wasser befindliche E. coli- 
Zellen, in den Probentrager 200 eingebracht wird, 
Anschlieflend kahn gegebenenf alls eine Dielektropho- 
rese unter Einsatz eines elektrischen Feldes zur 
Konzentrierung beziehungsweise Abtrennung bestimm- 
ter biologischer Zellen oder als Voraussetzung fiir 
eine Elektrof usion vorgesehen sein, wobei an die 
Anschliisse 225 der Elektroden 220,, 220' eine ent- 
sprechende Spanriung angelegt wird. Dabei kann eine 
Elektrofusion vorgesehen sein, um die Elektrolyse 
zu unterstiitzen oder eine Markierung durchzuf iihren. 
Anschliefiend wird eine elektrische Spannung bei- 
spielsweise zur Erzeugung gepulster elektrischer 
Felder oder eines elektrischen Feldes konstanter 
Spannung so angelegt r dafi eine Elektrolyse der' bio- 
logischen Zellen oder der Viren erfolgt, wobei ge- 
gebenenf alls die Bedingungen so eingestellt werden . 
konnen, daS nur bestimmte biologische Zellen elek- 
trolysiert werden. Vorliegend wird' ein elektrisches 
Feld mit einer Feldstarke von 0,5 bis 50 kV/cm. An- 
schlieflend werden die Bedingungen so gewahlt, daB 
die aus den auf geschlossenen Zellen f reigesetzten 
Nucleinsauren unter Einsatz eines elektrischen Fel- 
des mit entweder frei in der Probenkammer vorlie- 
genden Zuf allssequenzen der erf indungsgemaB einge- 
setzten DNA-Mischung oder mit den im Anodenbereich 
an leitenden und/oder nicht leitenden Bereichen der 
Probenkammer 210 immobilisierten Zuf allssequenzen 
300 der erf indungsgemaB eingesetzten DNA-Mischung 
elektrohybridisieren konnen. Fiir den Zellauf schluB 
und die Elektrohybridisierung wurden Impulszahlen 
von 1000 bis 10000, Impulsdauer beziehungsweise 
Zeitkonstanten von 2 ^s bis 50 ms und Feldstarken 
von 0,5 bis 20 kV/cm eingesetzt . 
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AnschlieBend kann gegebenenf alls elektrostringentes 
Waschen unter Umpolung und' An- beziehungsweise 
Entreicherung bestimmter Nucleinsauren und Abtren- 
nung unerwunschter Stoffe, zum Beispiel von Aiupli- 
f ikationsinhibitoren, durchgefiihrt werden. In der 
ProbenkaiTimer 210 schlieBt sich anschlieBend gegebe- 
nenfalls eine Elektroelution und gegebenenf alls ei- 
ne Amplif ikation der noch vorhandenen Nucleinsauren 
an, vorzugsweise uber eine elektrische, isotherme 
PGR, wie beschrieben in WO 97/47767. SchlieSlich 
kann, vorzugsweise elektrisch, eine Detektion der 
gebundenen oder frei vorliegenden auf gereinigten 
Nucleinsauren erfolgen (beschrieb.fen zum Beispiel in 
Hintsche, 1999, a.a.O.) 

Dem Fachmann ist klar, daB zwischen oder nach ein- 
zelnen beschriebenen Schritten je nach Isolierstra- 
tegie ein. Waschen oder Eluieren erwiinschter oder 
gegebenenf alls nicht erwiinschter Substanzen oder 
Nucleinsauren ebenso wie eine Anderung des elektri- 
schen Feldes hinsichtlich Polung, Feldstarke, Iia- 
pulszahl, Impulsdauer oder Impulsf requenz erfolgen 
kann . 



Beispiel 6 : 

Die Figur 6 zeigt eine erf indungsgemaBe Vorrichtung 
400 zur Durchflihrung eines erf indungsgemaBen Ver- 
fahrens, wobei die Vorrichtung 400 aus einem fla- 
chig ausgebildeten nichtleitenden Rahmenteil 560 
und mindestens zwei in dieses flachig ausgebildete 
Rahmenteil integrierten Elektroden 500 aufgebaut 
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ist. Die erf indungsgemafie Vorrichtung 400 1st als 
Chip ausgefiihrt^ das heifit weist keine aus Wand- 
oder Deckelteil gebildete Probenkammer auf. Die Er- 
findung betrifft also auch einen flachig ausgebil- 
deten Probentrager, das heifit einen Chip, aus einer 
nichtleitenden Chipbasis 560, auch als Rahmenteil 
bezeichnet, und zwei in diese Chipbasis 560 . inte- 
grierten flachigen Elektroden 500. In bevorzugter 
Weise konnen an den Elektroden 500 nucleinsaureaf - 
fine Materialien 550, wie beispielsweise eine DNA- 
Mischung aus Zuf allssequenzen, immobilisiert sein.. 

Das . erf indungsgemafie Verfahren lafit sich durch eine 
gezielte Ansteuerung der Elektroden in chronologi- 
scher Abfolge durchfiihrenv beispielsweise eine 
Elektrodenansteuerung 1 zum elektrischen Aufschlufi 
des biotischen beziehungsweise abiotischen Materi- 
als (Nucleinsaureisolierung) , eine Elektrodenan- 
steuerung 2 zur elektrischen Nucleinsaurereinigung, 
eine Elektrodenansteuerung 3 zur elektrischen iso- 
thermen Nucleinsaurearaplif ikation und eine Elektro- 
denansteuerung 4 zur elektrischen Detektion. 
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Anspriiche 

1 . Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus 
einer Probe, wobei die Probe unter dem EinfluG we- 
nigstens eines elektrischen Feldes auf geschlossen 
wird und die f reigesetz ten Nucleinsauren mit einem 
nucleinsaureaf f inen Material so in Kontakt gebracht 
werden, daB eine Bindung zwischen den f reigesetzten 
Nucleinsauren und dem nucleinsaureaf f inen Material 
stattfinden kann. 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , wobei im AnschluB an 
das Inkontaktbringen der Nucleinsauren mit dem 
nucleinsaureaf f inen' Material die. restliche Probe 
von den an dem nucleinsaureaf f inen Material gebun- 
denen Nucleinsauren abgetrennt wird. 

3. Verfsdiren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das elektrische Feld ein gepulstes elek- 
trisches Feld ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wo- 
bei das elektrische Feld ein Feld einer konstanten 
Spannung ist. 

5 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei mindestens zwei elektrische Felder ein- 
gesetzt werden. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che^ wobei wahrend des Inkontaktbringens der 
Nucleinsauren mit dem nucleinsaureaf f inen Material 
wenigstens ein elektrisches Feld eingesetzt wird, 
vorzugsweise ein gepulstes elektrisches Feld oder 
ein elektrisches Feld konstanter Spannung. 

7 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das elektrische Feld wahrend des Inkon- 
taktbringens der Nucleinsauren mit dem nucleinsau- 
reaf f inen Material umgepolt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, wobei die . gebundenen Nucleinsauren gewaschen 
werden, vorzugsweise . unter Einsatz eines elektri- 
schen Feldes. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei im AnschluB an die Bindung der Nuclein- 
sauren an das nucleinsaureaf fine Material oder ein 
gegebenenf alls erfolgtes Ablosen der gebundenen 
Nucleinsaure von dem nucleinsaureaf f inen Material 
die Nucleinsauren optisch, liirainometrisch, spektro- 
photometrisch, radioaktiv pder elektrisch unter 
Einsatz. eines elektrischen Feldes nachgewiesen wer- 
den. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die Nucleinsauren vor dem Nachweis 
amplifiziert werden. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das nucleinsaureaf fine Material frei in 
Losung vorliegt. 
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1 2 . Verf ahren nach einem der Ansprviche 1 bis 1 0 , 
wobei das nucleinsaureaf f ine Material an einem Pro- 
bentrager immobilisiert vorliegt. 

13. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das nucleinsaureaf fine Material ein 
Anionentauscher , Silica, Diatomeen, ein nucleinsau- 
rebindendes Protein oder eine Nucleinsaure ist. 

1 4 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das nucleinsaureaf fine Material ein 
fragment iertes Zielgenom, ein Gemisch von Zufalls- 
nucleinsauresequenzen oder eine sequenzspezif ische 
Nucleinsauresequenz ist* 

1 5 . Verf ahren nach Anspruch 1 4 , wobei die Nuclein- 
sauresequenz ein Oligonucleotid ist. 

16. Vorrichtung zur Isolierung von Nucleinsauren 
aus einer Probe, insbesondere zur Durchfiihrung ei- 
nes der vorgenannten Verf ahren, umfassend rainde- 
stens eine Probenkammer (210) mit mindestens zwei 
f lachig ausgebildeten Elektroden (220,220') und 
mindestens einem nicht-leitenden Rahmenteil (230), 
wobei die mindestens zwei flachig ausgebildeten 
Elektroden (220,220') und das Rahmenteil (230) als 
Wand-, Deckel- oder Bodenteil der Probenkammer 
(210) ausgefiihrt sind. 

1 7 . Vorrichtung nach Anspruch 1 6 , wobei die Elek- 
troden (220,220') aus Aluminium, Edelstahl, Silber, 
Gold, Platin oder Graphit bestehen oder dieses ein- 
zeln Oder in Kombination enthalt . 
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18. Vorriclitung nach einem der Anspruche 16 oder 
17, wobei das nicht-leitende Rahmenteil (230) aus 
Kunststoff, Glas oder Silicium bestzehti oder diese 
einzeln oder in Kotnbination entihalt. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis 18, 
wobei in das mindes tens eine Rahmenteil (230) Ein- 
gabe- und Entnahmeeinheiten (260,270) integriert 
sihd. 

20. Vorrichtxing liachi einem der Anspruche 16 bis 19, 
wobei in das Rahmenteil (230) optische Einheiten 
(290) integriert sind. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis 20, 
wobei das nucleinsaureaf f ihe Material an mindestehs 
einer Elektrode (220,220') und/oder dem mindestens 
eineh Rahmenteil (230) immobilisiert ist- 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 16 bis 21, 
wobei das nucleinsaureaf fine Material Silica, Anio- 
nentauscher oder eine Nucleinsaure (300) ist, ins- 
besondere ein fragment iertes Zielgenom, Zufallsse- 
quenzen oder eine sequenzspezif is;che Nucleinsaure- 
sequenz . 

23. Vorrichtiang nach einem der Anspruche 16 bis 21, 
wobei die Vorrichtung Chipformat von 1 bis 2 cm* 
auf weist . 

24 . Vorrichtung zur Durchf uhrung eines vorgenannten 
Verfahrens, umfassehd ein flachig ausgebildetes 
nichtleitendes Rahmehtexl (3^), mindestens zwei -ih 
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dem Rahmenteil (550) integrierte flachig ausgebil- 
dete Elektroden (500) sowie auf dem Rahmenteil 
(560) und/oder den Elektroden (500) immobilisiertes 
nucleinsaureaf fines Material (550) . 
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